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Mutanten zur Herstellung von D-Aminosiuren 

Die vorliegende Erfindung ist auf ein Verfahren zur 
Herstellung von D-Aminosauren gerichtet. Insbesondere 
werden diese enzymatisch tiber die sogenannte 
5 Hydantoinaseroute unter Verwendung von rekombinanten 
Mikroorganismen gewonnen. Gleichfalls behandelt die 
vorliegende Erfindung derart modif izierte Mikroorganismen. 

D-Aminosauren sind in der organischen Synthese als 
Intermediate zur Herstellung von pharmazeutischen 
10 Wirkstoffen haufig eingesetzte Verbindungen . 

Die enzymatische Hydrolyse von 5-substituierten Hydantoinen 
zu N-Carbamoyl-aminosauren und deren Weiterreaktion zu den 
entsprechenden enantiomerenangereicherten Aminosauren ist 
eine Standardmethode in der organischen Chemie ("Enzyme 
15 Catalysis in Organic Synthesis", Eds.: Drauz, Waldmann, 

VCH, 1 st and 2 nd Ed.). Die Enantiodif f erenzierung kann dabei 
entweder auf der Stufe der Hydantoinhydrolyse durch 
Hydantoinasen erfolgen oder aber wahlweise bei der Spaltung 
der N-Carbamoyl-aminosauren mittels enantioselektiver 
20 Carbamoylasen. Da die Enzyme nur jeweils eine optische 
Antipode der entsprechenden Verbindung umsetzen, wird 
versucht, die andere im Gemisch (in-situ) zu razemisieren, 
urn den vollstandigen Umsatz des razemischen leicht 
herstellbaren Hydantoins in die korrespondierende 
enantiomerenangereicherte Aminosaure zu gewahrleisten. Die 
Razemisierung kann dabei entweder auf der Stufe der 
Hydantoine mittels chemischer (Base, Saure, erhohte Temp . ) 
oder enzymatischer Verfahren erfolgen oder aber auf der 
Stufe der N-Carbamoylaminosauren mittels z.B. 
Acetylaminosaurerazemasen (DE10050124) vonstatten gehen. 
Letztere Variante funktioniert erfolgreich naturgemafi nur 
bei Einsatz von enantioselektiven Carbamoylasen. Das 
nachfolgende Schema veranschaulicht diesen Sachverhalt. 
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Schema 1: 



l~\ Hydantoinase / — COOH 
N.,NH < 1 HN 
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Hydantoinracemase 
oder 

chemische 
Racemisierung 
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*) — \ Hydantoinase J— COOH Carbamoylase B 

HN. MH < HN I 

A ^-NH 2 H 2 N^COOH 

V"""^ Hydantoinase /—COOH 

HN^NH < - HN V 



It- 



Acetylaminosaureracemase (AAR) 



R, ,P R 

) 

HN 

6 o 



Hydantoinase > — COOH Carbamoylase B 
- HN V . ► . X 



^— NH 2 H P N' ^COOH 



Es hat sich herausgestellt , dass die Verwendung 
rekombinanter Mikroorgansimen, welche Hydantoinase-, 
Carbamoylase- und Razemaseaktivitaten besitzen, zur 
Herstellung unterschiedlicher D-Aminosauren problematisch 
sind. In Fig. 1 wird die Umsetzung von 

Hydroxymethylhydantoin und Ethylhydantoin mit E.coli JM109 
transformiert mit einer D- Carbamoylase und D-Hydantoinase 
aus Arthrobacter crystallopoletes DSM 20117 (gem. 
Patentanmeldung DE1Q114999.9 und DE10130169 . 3) aufgezeigt. 
Die Reaktionsbedingungen sind entsprechend Beispiel 1 



020453 AM 



gewahlt . 

Wie Fig. 1 beispielhaft zeigt, erfolgt bei der Umsetzung 
unterschiedlicher 5-monosubstituierter Hydantoine ein 
starker Abbau der gebildeten D-Aminosauren. Dies reduziert 
. die erreichbare Ausbeute und erschwert die 
Produktauf arbeitung . 

Dem Fachmann ist bekannt, dass am Abbau von D-Aminosauren 
unterschiedliche Enzyme wie D-Aminosaureoxidasen [EC 
1.4.3.3], D-Aminosauredehydrogenasen [EC 1.4.99.1], d- 
Aminosaureaminotransf erasen [EC 2.6.1.21], D-Aminosaure-N- 
acetyltransf erasen [EC 2.3.1.36], D- 
Hydroxyaminosauredehydratasen [EC 4.2.1.14] und D- 
Aminosaurerazemasen [EC 5.1.1.10] beteiligt sein kSnnen . 
Ebenso sind dem Fachmann unterschiedliche Methoden bekannt, 
urn diese Gene gezielt oder auch ungezielt zu inaktivieren 
[The pKNOCK series of broad-host-range mobilizable suicide 
vectors for gene knockout and targeted DNA insertion into 
the chromosome of Gram-negative bacteria. Alexeyev, Mikhail 
F. BioTechniques (1999), 26(5), 824-828; One-step 
inactivation of chromosomal genes in Escherichia coli K-12 
using PCR products, Datsenko, Kir ill A. and Wanner, Barry 
L. PNAS (2000), 97(12), 6640-6645; D-amino acid 
dehydrogenase of Escherichia coli K12 : positive selection 
of mutants defective in enzyme activity and localization of 
the structural gene, Wild, Jadwiga and Klopotowski, T. 
Mol. Gen. Genet. (1981), 181(3), 373-378.]. 

Leider unbekannt und unvorhersagbar ist jedoch der zu 
erwartende Effekt auf das Zellwachstum beim Inaktivieren 
der unterschiedlichen Enzyme. Ebenso kann nicht 
vorhergesagt werden, welches Enzym oder ob eine Kombination 
von unterschiedlichen Enzymen inaktiviert werden muss, urn 
den Abbau einer bestimmten D-Aminosaure im gewunschten 
AusmaS zu reduzieren. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war daher, einen 
Mikroorganismus.bereitzustellen, der zur Produktion von D- 
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Aminosauren fiber die Carbamoylase-/Hydantoinaseroute 
befahigt ist und der eine hohere Ausbeute an produzierter 
D- Amino saure ermoglichen hilft. Dieser sollte im 
technischen MaSstab unter Skonomischen wie okologischen 
Gesichtspunkten vorteilhaft einsetzbar sein. Insbesondere 
sollte er ein sehr gutes Wachstumsverhalten unter normalen 
wirtschaftlich sinnvollen Bedingungen, sowie hinreichende 
genetische und physikalische Stabilitat und eine 
hinreichend schnelle Umsetzungsgeschwindigkeit fur 
Hydantoine besitzen. 

Diese Aufgabe wird anspruchsgemaS gel6st. Ansprtiche 1 bis 5 
beziehen sich auf bestimmte derart modif izierte 
Mikroorgansimen, wahrend Anspruche 6 und 7 ein Verfahren 
zur Herstellung von D-Aminosauren schiitzt. 

Dadurch, dass man einen rekombinanten Mikroorganismus zur 
Herstellung von D-Aminosauren ausgehend von N- 
Carbamoylaminosauren oder 5 'monosubstituierten Hydantoinen 
bereitstellt, bei dem durch Mutagenese das Gen kodierend 
fur eine D-Aminosaureoxidase und/ oder das Gen kodierend far 
eine D-Serindehydratase inaktiviert ist, gelangt man 
uberraschend und dennoch vorteilhaft zur LSsung der 
genannten Aufgaben. Insbesondere ist es als uberraschend zu 
werten, dass rekombinant hergestellte Mikroorganismen mit 
dem erfindungsgemafien Genprofil tatsachlich stabil sind und 
D-Aminosauren in fur industrielle GroSenordnungen 
ausreichendem MaSe zu produzieren im Stande sind. 

Als Mikroorganismen far rekombinante AusfOhrungsf ormen 
konnen im Prinzip alle dem Fachmann far diesen Zweck in 
Frage kommende Organismen wie Pilze z.B. Aspergillus sp. , 
Streptomyces sp., Hansenula polymorpha, Pichia pastoris, 
Saccharomyces cerevisiae, oder auch Prokaryonten, wie E. 
coli, Bacillus sp. herangezogen werden. 

Als bevorzugte erf indungsgemaSe Mikroorganismen k6nnen 
solche der Gattung Escherichia coli angesehen werden. Ganz 
besonders bevorzugt sind: E. coli XL1 Blue, MM 522, JM101, 




JM109, JM105, BL21, W3110, RRl, DH5<X, TOP 10" oder HB101 . 
Die Herstellung derart modif izierter Organismen kann nach 
dem Fachmann gelaufigen Methoden erfolgen. Dieser dient zur 
Vermehrung und Gewinnung einer ausreichenden Menge der 
rekombinanten Enzyme. Die Verfahren hierfur sind dem 
Fachmann wohlbekannt (Sambrook, J. ; Fritsch, E. F. und 
Maniatis, T. (1989), Molecular cloning: a laboratory 
manual, 2 nd ed. , Cold Spring Harbor Laboratory Press, New 
York) . 

Die besagten Nukleinsauresequenzen werden also nach 
bekannten Methoden mit Plasmiden oder Vektoren in einen 
Wirtsorganismus kloniert und die so exprimierten 
Polypeptide konnen mit geeigneten Screening-Methoden 
detektiert werden. Zur Detektion sind grundlegend alle 
moglichen Nachweisreaktionen ftir die gebildeten Molekule 
geeignet. Insbesondere eigenen sich grundlegend alle. 
moglichen Nachweisreaktionen fur Ammoniak bzw. 
Ammoniumionen wie Nessler-Reagenz (Vogel, A., I., (1989) 
Vogel's textbook of quantitative chemical analysis, John 
Wiley & Sons, Inc., 5 th ed. , 679-698, New York) die 
Indophenolreaktion auch Berthelot 'sche Reaktion genannt 
(Wagner, R. , (1969) Neue Aspekte zur Stickstof f analytik in 
der Wasserchemie, Vom Wasser, VCH-Verlag, Bd, 36, 263-318, 
Weinheim) insbesondere die enzymatische Bestimmung mittels 
der Glutamat-Dehydrogenase (Bergmeyer, H.,U., und Beutler, 
H.-O. (1985) Ammonia, in: Methods of Enzymatic Analysis, 
VCH-Verlag, 3 rd Edition, Vol . 8 : 454-461, Weinheim) aber 
auch der Nachweis mit Ammonium- s ens itiven Elektroden. 
Weiterhin dienen HPLC-Methoden zum Nachweis von Aminosauren 
wie z.B. ein Derivativ-Verf ahren auf der Basis von o- 
Pthaldialdehyd und N-Isobutyryl-Cystein zur 

Enantiomerentrennung von Aminosauren (Bruckner ; H. , wittner 
R., undGodelH., (1991) Fully automated high-performance 
liquid chromatographic separation of DL-amino acids 
derivatized with o-Phthaldialdehyde together with N- 
isopropyl-cysteine. Application to food samples, Anal. 
Biochem. 144, 204-206) . 
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Als Plasmide oder Vektoren kommen im Prinzip alle dem 
Fachmann far diesen Zweck zur Verfttgung stehenden 
Ausftthrungsformen in Frage. Derartige Plasmide und Vektoren 
konnen z. B. von Studier und Mitarbeiter (Studier, W. F.; 
Rosenberg A. H. ; Dunn J. j. . Dubendroff J. W. ; (1990), Use 
of the T7 RNA polymerase to direct expression of cloned 
genes, Methods Enzymol . 185, 61-89) oder- den Broschuren der 
Firmen Novagen, Promega, New England Biolabs, Clontech oder 
Gibco BRL entnommen werden. Weiter bevorzugte Plasmide und 
Vektoren konnen gefunden werden in: Glover, D. M. (1985), 
DNA cloning: a practical approach, Vol. I-IH, irl Press' 
Ltd., Oxford; Rodriguez, R.L. und Denhardt, D. T (eds) 
(1988), Vectors: a survey of molecular cloning vectors and 
their uses, 179-204, Butterworth, Stoneham; Goeddel, D. V. 
(1990), Systems for heterologous gene expression, Methods 
Enzymol. 185, 3-7; Sambrook, J . ; Fritsch, E. F. und 
Maniatis, T. (1989), Molecular cloning: a. laboratory 
manual, 2 nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, New 
York . 

Besonders bevorzugte Klonierungsvektoren von D- 
Carbamoylasen in E.coli sind beispielsweise Derivate von 
PBR322, pACYC184, pUC18 oder pSClOl, welche konstitutive 
als auch induzierbare Promotoren zur Expressionskontrolle 
tragen konnen. Besonders bevorzugte Promotoren sind lac, 
tac, trp, trc, T3, T5, T7, rhaBAD, araBAD, A,pL und phoA-. 
Promotoren, welche dem Fachmann hinlanglich bekannt sind 
[Strategies for achieving high-level expression of genes in 
Escherichia coli, Makrides S.C. Microbiol .Rev. 60(3), 512- 
538] . 

Die Inaktivierung der D-Aminosaureoxidase (dadA) bzw. der 
D-Serindehydratase (dsdA) dieser Organismen erfolgt dabei 
nach dem Fachmann bekannten eingangs beschriebenen 
Methoden. Zur Erzeugung der rekombinanten Ausfiihrungsarten 
der D-Serindehydratase bzw. D-AminosSureoxidase defizienten 
Stamme mit D-Carbamoylaseaktivitat sind dem Fachmann die 
grundlegenden molekularbiologischen Methoden also bekannt 
(Sambrook, J.; Fritsch, E . F. und Maniatis, T. (1989), 
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Molecular cloning: a laboratory manual, 2nd ed. , Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, New York) . Ebenso sind 
Gensequenzen unterschiedlicher D-Carbamoylasen z.B. aus 
Agrobacterium sp. , Arthrobacter sp. oder Bacillus sp. und 
Ralstonla pickettii bekannt, die bevorzugt verwendet werden 
(u.a. aus US 5858759, US 5807710, US 6083752, US 6083752, 
US 6083752, US 6083752, US 6083752). 

Far die Herstellung der Organismen, welche zusatzlich eine 
Hydantoinase und ggf . eine Hydantoin- oder 
Carbamoylracemase aufweisen, kSnnen gleiche Methoden 
angewandt werden. Als Hydantoinasen sind dabei bevorzugt 
solche aus Thermus sp.. Bacillus sp. , Mycobacterium sp. , 
Corynebacterium sp., Agrobacterium sp. , E.coli, 
Burkholderia sp. , Pseudomonas sp. , oder Arthrobacter sp. 
einzusetzen. Hydantoinrazemase kSnnen bevorzugt aus 
Pseudomonas sp. , Arthrobacter sp., oder Agrobacterium sp. , 
ggf. unter Zugabe von Hilf sstof f en, wie Metallionen, 
beispielsweise Mn2+-lonen angewandt werden. 

So konnten die erf olgreichen Mutanten Escherichia coli DSM 
15181 und Escherichia coli DSM 15182 hergestellt werden. 
Diese bilden daher zusammen mit den aus ihnen ableitbaren 
weiteren Mutanten einen nachsten Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung. 

Im gleichfalls erf indungsgemafcen Verfahren wird z.B. ein 
Hydantoin in einem geeigneten Losungsmittel , wie 
beispielsweise Wasser, welches mit weiteren wasserlSslichen 
oder nicht wasserl6slichen organischen Losungsmitteln 
versetzt sein kann, bei pH-Werten zwischen 6,0 und 11, 
bevorzugt zwischen 7 und 10, und einer Temper a tur zwischen 
10°C und 100°C, bevorzugt zwischen 30°C und 70°C, besonders 
bevorzugt zwischen 37°C und 60°C mit den besagten Zellen 
oder Zellbestandteilen umgesetzt. FUr die Anwendung kdnnen 
dxe betrachteten Enzyme auch in f reier Form verwendet 
werden. Weiterhin konnen die Enzyme auch als Bestandteil 
eines intakten Gastorganismus eingesetzt werden oder in 
Verbindung mit der aufgeschlossenen und beliebig hoch 
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aufgereinigten Zellmasse des Wirtsorganismus . 
M6glich ist ebenf alls die Verwendung der rekombinanten . 
Zellen in geflockter, quervernetzter oder immobilisierter 
Form, beispielsweise unter Verwendung von Agar, Agarose, 
Carrageenan, Alginate, Pectine, Chitosan, Polyacrylamide 
und andere synthetische Trager (Chemical aspects of 
immobilized systems in biotechnologies . Navratil, Marian; 
Sturdik, Ernest. Chemicke Listy (2000), 94(6), 380-388; 
Industrial applications of immobilized biocatalysts and' 
biomaterials. Chibata, Ichiro. Advances in Molecular and 
Cell Biology (1996), 15A (Biochemical Technology), 151- 
160; Immobilization of genetically engineered cells: a new 
strategy for higher stability. Kumar, P. k. R. ; Schuegerl, 
K. Journal of Biotechnology (1990), 14(3-4), 255-72.). 
DemgemaS bildet einen nachsten Gegenstand der Erfindung ein 
Verfahren zur Herstellung von D-Aminosauren mit einem 
erfindungsgemaSen Mikroorganismus . Vorzugsweise werden D- 
Aminobuttersaure, D-Serin, D-Methionin, D- Tryptophan und 
D-Phenlyalanin hergestellt. 

Bei diesem Verfahren zur Herstellung von D-Aminosauren 
werden bevorzugt Organismen mit D-carbamoylaseaktiven und , 
hydantoinaseaktiven und dadA und/oder dsdA inaktivierten 
Zellen verwendet. Hierbei ist zu erwahnen, dass als Edukt 
sowohl L-, D- oder DL-Carbamoylaminosauren als auch 5- 
monosubstituierte Hydantoine in Frage kommen, welche iiber 
hinlanglich bekannte Hydantoinasen in die entsprechenden 
Carbamoylaminosauren tiberftihrt werden k6nnen ("Enzyme 
Catalysis in Organic Synthesis", Eds.: Drauz, Waldmann, 
VCH, 1 st and 2 nd Ed. ) . Die verwendeten. dadA und/oder dsdA 
defizienten Stamme k6nnen dabei die Carbamoylase und 
Hydantoinase, gegebenenfalls auch eine Hydantoinrazemase 
oder Carbamoylaminosaurerazemase koexprimieren und sowohl 
in freier oder auch immobilisierter Form eingesetzt werden 
(s .o. ) . 



Wie sich nun gezeigt hat, ist die Inaktivierung 
unterschiedlicher Enzyme erf order lich, urn fur 
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unterschiedliche D-Aminosauren den Abbau in ausreichendem 
MaSe « 10% Abbau innerhalb von >10 Stunden) zu reduzieren 
(siehe Fig. 2). Fur den Abbau von D-Serin zeigte sich 
uberraschenderweise; dass die Inaktivierung des Gens der D- 
Aminosaureoxidase (dadA) nicht ausreicht, urn dereh Abbau 
effektiv zu reduzieren. Fur eine effektive Reduzierung des 
Abbaus dieser Aminosaure musste zusatzlich die D- 
Serindehydratase inaktiviert werden. In der Literatur war 
im Gegensatz dazu berichtet worden, dass durch eine 
Inaktivierung von dadA ein > 3 fach reduzierter Abbau von 
D-Serin erreicht wird [D-Amino acid dehydrogenase of 
Escherichia coli K12 : positive selection of mutants 
defective in enzyme activity and localization of the 
structural gene. Wild, J.; Klopotowski, T. Mol . Gen. Genet. 
15 (1981), 181(3), 373-378]. Ebenfalls im Gegensatz zu.den 
dort beschriebenen Ergebnissen, zeigte sich 
uberraschenderweise, dass D-Serin sehr viel schneller 
abgebaut wird als beispielsweise D-Methionin, 

Der Abbau aromatischer und aliphatischer D-Aminosauren, wie 
beispielsweise D-Phenylalanin, D-Methionin oder D- 
Aminobuttersaure, wird im Gegensatz zu D-Serin ausreichend 
durch eine Inaktivierung der D-Aminosaureoxidase erreicht. 
Far D-Phenylalanin zeigen j.edoch uberraschenderweise beide 
Deletionen (AdsdA & AdadA) einen positiven Effekt, 
wohingegen far D-Methionin die Deletion in dsdA keinen 
zusatzlichen Effekt zeigt. Diese Ergebnisse sind in Fig. 2 
zusammengefasst (Abbau unterschiedlicher Aminosauren mit 
unterschiedlichen Mutanten von E.coli BW25113 . E.coli ET3 
besitzt eine Deletion der D-Aminosaureoxidase (AdadA) ; 
E.coli ET4 besitzt zusatzlich eine Deletion der D- 
Serindehydratase (AdsdA) . Reaktionsbedingungen siehe 
Beispiel 3 ) . 

Die in dieser Schrift genannten Literaturstellen gelten als 
von der Offenbarung mitumfasst. 
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Die Organismen DSM15181 (ET3 ) und DSM15182 (ET4) wurden 
durch die Degussa AG am 10.09.2002 bei der Deutschen 
Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen, Mascheroder 
Weg lb, D-38124 Braunschweig hinterlegt. 
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SEQUENZ PROTOKOLL 
<110> Degussa AG 

<120> Mutanten zur Herstellung von D- Amino saur en 
<130> 020453 AM 



<140> 
10 <141> 



<160> 8 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 948 
<212> DNA 

<213> Arthrobacter crystal lopoietes 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (948) 



25 <400> 1 

atg gcg aaa aac ttg atg etc gcg gtc get caa gtc ggc ggt ate gat 48 
Met Ala Lys Asn Leu Met Leu Ala Val Ala Gin Val Gly Gly lie Asp 

1 5 10 15 

3 0 agt teg gaa tea aga ccc gaa gtc gtc gee cgc ttg att gee ctg ctg 

Ser Ser Glu Ser Arg Pro Glu Val Val Ala Arg Leu He Ala Leu Leu 

20 25 30 

gaa gaa gca get tec cag ggc gcg gaa ctg gtg gtc ttt ccc gaa etc 

Glu Glu Ala Ala Ser Gin Gly Ala Glu Leu Val Val Phe Pro Glu Leu 
35 40 



96 



144 



45 



192 



acg ctg ace acg ttc ttc ccg cgt ace tgg ttc gaa gaa ggc gac ttc 
Thr Leu Thr Thr Phe Phe Pro Arg Thr Trp Phe Glu Glu Gly Asp Phe 
50 5.5 60 

gag gaa tac ttc gat aaa tec atg ccc aat gac gac gtc gcg ccc ctt 240 
Glu Glu Tyr Phe Asp Lys Ser Met Pro Asn Asp Asp Val Ala Pro Leu 
65 70 75 80 

ttc gaa cgc gee aaa gac ctt ggc gtg ggc ttc tac etc gga tac gcg 288 
Phe Glu Arg Ala Lys Asp Leu Gly Val Gly Phe Tyr Leu Gly Tyr Ala 
85 90 95 

gaa ctg ace agt gat gag aag egg tac aac aca tea att ctg gtg aac 33 6 
Glu Leu Thr Ser Asp Glu Lys Arg Tyr Asn Thr Ser He Leu Val Asn 
100 105 HO 

. aag cac ggc gac ate gtc ggc aag tac cgc aag atg cat ctg ccg ggc 384 
55 Lys His Gly Asp lie Val Gly Lys Tyr Arg Lys Met His Leu Pro Gly 
115 120 " 125 



cac gec gat aac egg gaa gga eta ccc aac cag cac ctt gaa aag aaa 
His Ala Asp Asn Arg Glu Gly Leu Pro Asn Gin His Leu Glu Lys Lys 



432 
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130 135 140 

tac ttc cgc gaa gga gat etc gga ttc ggt gtc ttc gac ttc cac ggc 480 
Tyr Phe Arg Glu Gly Asp Leu Gly Phe Gly Val Phe Asp Phe His Glv 
145 150 155 isS 

f^? ZV* f, fc ? t tg tgt Ct ° tgC aac gaC Cgg c * a tSST ccg gag gtc 528 

val Gin Val Gly Met Cys Leu Cys Asn Asp Arg Arg Trp Pro Glu Val 
165 ( ivo 175 . 

tac cgc tct ttg gec ctg cag gga gca gag etc gtc gtc ctg ggc tac 576 
Tyr Arg Ser Leu Ala Leu Gin Gly Ala Glu Leu Val Val Leu Gly Tyr 
180 185 190 



aac aoc ccc gat ttc gtt ccc ggc tgg cag gaa gag cct cac gcg aag 
Asn Thr Pro Asp Phe Val Pro Gly Trp Gin Glu Glu Pro His Ala Lys 
195 200 205 

atg ttc acg cac ctt ctt tea ctt cag gca ggg gca tac cag aac teg 
Met Phe Thr His Leu Leu Ser Leu Gin Ala Gly Ala Tyr Gin Asn Ser 
21° 215 220 

gta ttt gtg gcg get gee ggc aag teg ggc ttc gaa gac ggg cac cac 

o= Val Ala Ala Ala Gly Lys Ser Gly phe Glu Asp Gly His His 

^ b 225 230 235 240 

atg ate ggc gga tea gcg gtc gee gcg ccc age ggc gaa ate ctg gca 
Met lie Gly Gly Ser Ala Val Ala Ala Pro Ser Gly Glu He Leu Ala 
245 250 255 



275 280 

egg cgc ccc gac gca tac ggc ate ate gec gaa agg aaa ggg egg ggc 
Arg Arg Pro Asp Ala Tyr Gly He He Ala Glu Arg Lys Gly Arg Gly 
290 295 300 

gee cca ctg ccc gtc ccg ttc aac gtg aat gac taa ■ • 

Ala Pro Leu Pro Val Pro Phe Asn Val Asn Asp 
45 305 310 31 5 

<210> 2 
<211> 316 
50 <212> PRT 

<213> Arthrobacter crystallopoietes 

<400> 2 

Met Ala Lys Asn Leu Met Leu Ala Val Ala Gin Val Gly Gly He Asp 

5 io 15 

Ser ser Glu Ser Arg Pro Glu Val Val Ala Arg Leu He Ala Leu Leu 
20 25 30 



624 



672 



720 



768 



^ ?? ??° H? C gaS g£fC gat gaa gtc gtc 9" 3tg aaa gca gac ate . 816 
Lys Ala Ala Gly Glu Gly Asp Glu Val Val Val Val Lys Ala Asp He 
260 265 270 

gac atg ggc aag cec tat aag gaa age gtc ttc gac ttc gee gee cat 864 
Asp Met Gly Lys Pro Tyr Lys Glu Ser Val Phe Asp Phe Ala Ala His 

285 



912 



948 
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Glu Glu Ala Ala Ser Gin Gly Ala Glu Leu Val Val Phe Pro Glu Leu 
Ji> 40 45 

Thr Leu Thr Thr Phe Phe Pro Arg Thr Trp Phe Glu Glu Gly Asp Phe 
3U 55 60 

Glu Glu Tyr Phe Asp Lys Ser Met Pro Asn Asp Asp Val Ala Pro Leu 
b 70 75 80 

Phe Glu Arg Ala Lys Asp Leu Gly Val Gly Phe Tyr Leu Gly Tyr Ala 
85 90 95 

Glu Leu Thr Ser Asp Glu Lys Arg Tyr Asn Thr Ser lie Leu Val Asn 
100 105 no 

Lys His Gly Asp lie Val Gly Lys Tyr Arg Lys Met His Leu Pro Glv 
115 120 125 

His Ala Asp Asn Arg Glu Gly Leu Pro Asn Gin His Leu Glu Lys Lys 
130 135 140 

Tyr Phe Arg Glu Gly Asp Leu Gly Phe Gly Val Phe Asp Phe His Gly 
* 150 155 leo 

Val Gin Val Gly Met Cys Leu Cys Asn Asp Arg Arg Trp Pro Glu Val 
165 170 1?5 

Tyr Arg Ser Leu Ala Leu Gin Gly Ala Glu Leu Val Val Leu Gly Tyr 
I 80 185 190 

Asn. Thr Pro Asp Phe Val Pro Gly Trp Gin Glu Glu Pro His Ala Lys 
195 200 205 

Met Phe Thr His Leu Leu Ser Leu Gin Ala Gly Ala Tyr Gin Asn Ser 
210 215 220 

Val Phe. Val Ala Ala Ala Gly Lys Ser Gly Phe Glu Asp Gly His His 

Met He Gly Gly Ser Ala Val Ala Ala Pro Ser Gly Glu He Leu Ala 
245 250 255 

Lys Ala Ala Gly Glu Gly Asp Glu Val Val Val Val Lys Ala Asp He 
260 265 270 

Asp Met Gly Lys Pro Tyr Lys Glu Ser Val Phe Asp Phe Ala Ala His 
275 280 285 

Arg Arg Pro Asp Ala Tyr Gly He He Ala Glu Arg Lys Gly Arg Gly 

Ala Pro Leu Pro Val Pro Phe Asn Val Asn Asp 
305 3m 



<210> 3 
<211> 1404 
<2.12> DNA 

<213> Arthrobacter crystallopoietes 



315 
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<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1404) 

5 

<400> 3 

S!? !?* ° ta ° tg gtt ggC ggc act att S tfc tec teg acc ggc 48 

Met Asp Ala Lys Leu Leu Val Qly Gly Thr He Val Ser Ser Thr G?y 

10 5 10 15 



15 



30 



35 



55 



ttt S gtg Ctg att gaa aac ^ c aaa fftc gec get gtc 

Lys He Arg Ala Asp Val Leu He Glu Asn Gly Lys Val Ala Ala Sal 

20 25 30 



gac ggc aaa tac gtc atg ccc ggc ggt ate gac gtt cac acc cac ate 
Asp Gly Lys Tyr Val Met Pro Gly Gly lie Asp Val His Thr His He 
bo 55 60 

gac tec ccc etc atg ggg acc acc acc gee gat gat ttt gtc age gga 

25 *S Pr ° LSU MSt GlY Thr Thr Thr Ala As *> ^p Phe Sal Ser S?y 

^ 65 70 75 80 

acg att gca gee get acc ggc gga aca acg acc ate gtc gat ttc aaa 
• Thr lie Ala Ala Ala Thr Gly Gly Thr Thr Thr He Sa? !sp Phe S£ 

85 90 95 



Sn S° o CC agt ttC aag gtc ttc atg gcc tac <^<= ^ a age 

45 ?S P I1S ?~ PhS LyS Val Phe Met A ^ a Tyr Arg Sly Ser 

150 155 160 

ctg atg ate aac gac ggc gaa ctg ttc gac ate etc aag gga gtc aac 
Leu Met He Asn Asp Gly Glu Leu Phe Asp He Leu LyJ lly SS lit 
50 165 170 " 175 



96 



r?f S f r 5 ga ° g ° C gCg aCg CCg gac aca 3tt gag egg gtt gac tgc 144 
Gly Met Leu Asp Ala Ala Thr Pro Asp Thr Val Gil Arg Sal Jsp Cyt 
35 40 45 



192 



240 



288 



Sin SS Si! 9 ? f g aac ctg ctg gaa tcc gca gac gc ^ cac <= a <= 

Gin Gin Leu Ala Gly Lys Asn Leu Leu Glu Ser Ala Asp Ala His His 
100 105 no 

aaa aag gcg cag ggg aaa tcc gtc att gat tac ggc ttc cat atg tgc 
Lys Lys Ala Gin Gly Lys Ser Val He Asp Tyr Gly Phe His Met Cys 
115 120 125 

S«? ^ ^ ? tC tat gaC aat ttc gat tcc cat afc 9 3ca gaa ctg aca 432 
Val Thr Asn Leu Tyr Asp Asn Phe Asp Ser His Met Ala Glu LeS ?£r 
130 135 140 



336 



384 



480 



528 



tcc age ggt gcc aaa eta tgc gtc cac gca gag aac ggc gac ate ate 57 fi 
Ser Ser Gly Ala Lys Leu Cys Val His Ala 111 Asn g£ Sp vtt ill 
180 185 190 



III A?a rtl ?? C f?° ^ CtC taC gCC Caa gga aaa acc OTS ccc ggg 624 
Asp Arg He Ala Ala Asp Leu Tyr Ala Gin Gly Lys Thr Gly Pro Gly 

I 95 200 205 

acc cac gag ate gca cgc ccg ccg gaa teg gaa gtc gaa gca gtc age 672 
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30 



35 



15 



^ ?i n Pr ° Pr ° Glu Ser Glu Val Glu Ala Val Ser 

215 220 

5 Are" S2 ?E ?S atS gCC gag 9tg CCg ctg tat ttc «tff 

o Arg Ala lie Lys Ile Ser Arg Met Ala Glu Val Pro Leu Tyr Phe Val 

225 230 235 240 

rtf o C ° ° g ? g gC ° 9tC gag gaa gta ^ ct 9 CC cag atg 

Hxs Leu Ser Thr Gin Gly Ala Val Glu Glu Val Ala Ala Ala Gin Me? 

U 245 250 255 



Ph« S £E ^f, ?!! fl 9 ^ a f f? aaa g f= gaa tat gtc ggc acc 

Ser Val Lys Gly Glu Tyr 
440 445 



D , ~ »?- a&v - acc gtc aaa ggc gaa tat gtc ggc acc 

Phe Ser Arg Gly Asp Leu He Ser Val Lys Gly Glu Tyr Val Sy Sr 



720 



768 



SI ni I" « Ca a ^° ag ° gC ° gaa acg tgc acc cac fc ac ctg teg ctg 816 
Thr Gly Trp Pro Ile Ser Ala Glu Thr Cys Thr His Tyr Leu Se? Leu 
260 265 270 

til n 9g 9aC ^ C ta ° ga ° Cag ° Cg 3ga ttc ga 9 cc ^ 3 CC a aa get gtc 864 
Ser Arg Asp He Tyr Asp Gin Pro Gly Phe Glu Pro Ala Lys Ala Val 
275 , 280 285 

T° tC a f a «° a ° Cg ° tg C9C a ° a Cag gaa cac ca ^ ^ac ocg ttff tgg aga 912 
Leu Thr Pro Pro Leu Arg Thr Gin Glu His Gin Asp Ala Leu Trp Arg 
290 295 300 



25 Til a S° 9gt ff g Ct ° agC gtC gtG agt tcc ^ ac cac ' t»c ccc 960 

Gly He Asn Thr Gly Ala Leu Ser Val Val Ser Ser Asp His Cys Pro 

305 310 315 320 



dJ ^ 2 9 f g g f a aag ° ag Cgg atg ggg gca ^at gac ttc egg cag 
Phe Cys Phe Glu Glu Lys Gin Arg Met Gly Ala Asp Asp Phe Arg Gin 
325 330 335 

ate ccc aac ggc ggg ccc ggc gtg gag cac cga atg etc gtg atg tat 
He Pro Asn Gly Gly Pro Gly Val Glu His Arg Met Leu Val Met Tyr 
340 345 350 

of 3 m^ C H? fc gt f gCg gaa gga aaa at 3 ac 9 atc ^ag aaa ttc gtc gag 
Glu Thr Gly Val Ala Glu Gly Lys Met Thr Ile Glu Lys Phe Val Glu 
355 360 365 

SS SI f?° 933 aa ° ° Cg 9CC aag Caa ttc gat atg tac cc a aaa aag 1152 
Val Thr Ala Glu Asn Pro Ala Lys Gin Phe Asp Met Tyr Pro Lys Lys 

370 375 380 



1008 



1056 



1104 



45 III SI t 3 g ? C gat gCa gaC atC atC gtg gtc gac ccc 1200 

?«c ^ lle Ala Pr ° Gly Ser As P Ala A SP He Ile Val Val Asp Pro 
385 390 395 400 

III n? a a v° ° tC at ° agt gc ° gac acc caa aaa caa aac atg gac 

Asn Gly Thr Thr Leu lie Ser Ala Asp Thr Gin Lys Gin Asn Met Asp 

3U 4 °5 410 415 

iH S 9 ? tg ^° gaa ggC ttc aaa atc c a fc ^ c tcc atc gac cag gtg 
Tyr Thr Leu Phe Glu Gly Phe Lys lie Arg Cys Ser lie Asp Gin vtl 

55 420 425 430 



1248 



1296 



1344 
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cgc ggc cgc ggc gaa ttc ate aag egg age get tgg age cac ccg cag 
Arg Gly Arg Gly Glu Phe lie Lys Arg Ser Ala Trp Ser His Pro Gin 
450 455 4 6 o 



ttc gaa aaa taa 
Phe Glu Lys 
465 



<210> 4 
<211> 468 
<212> PRT 

<213> Arthrobacter crystallopoietes 
<400> 4 

Met Asp Ala Lys Leu Leu Val Gly Gly Thr lie Val Ser Ser Thr Gly 
1 5 10 15 

Lys lie Arg Ala Asp Val Leu lie Glu Asn Gly Lys Val Ala Ala Val 
20 -25 30 

Gly Met Leu Asp Ala Ala Thr Pro Asp Thr Val Glu Arg Val Asp Cys 
35 40 45 

Asp Gly Lys Tyr Val Met Pro Gly Gly lie Asp Val His Thr His He 
50 55 60 

Asp Ser Pro Leu Met Gly Thr Thr Thr Ala Asp Asp Phe Val Ser Gly 
65 70 75 • 80 

Thr. He Ala Ala Ala Thr Gly Gly Thr Thr Thr He Val Asp Phe Gly 
85 90 ."95 

Gin Gin Leu Ala Gly Lys Asn Leu Leu Glu Ser Ala Asp Ala His His 
100 105 no 

Lys Lys Ala Gin Gly Lys Ser Val He Asp Tyr Gly Phe His Met Cys 
115 120 125 

Val Thr Asn Leu Tyr Asp Asn Phe Asp Ser His Met Ala Glu Leu Thr 
130 135 140 

Gin Asp Gly He Ser Ser Phe Lys Val Phe Met Ala Tyr Arg Gly Ser 
145 ' 150 155 160 

Leu Met He Asn Asp. Gly Glu Leu Phe Asp He Leu Lys Gly Val Gly 
165 170 175 

Ser Ser Gly Ala Lys Leu Cys Val His Ala Glu Asn Gly Asp Val He 
180 i 8 5 19Q 

Asp Arg He Ala Ala Asp Leu Tyr Ala Gin Gly Lys Thr Gly Pro Gly 
I 95 200 205 

Thr His Glu He Ala Arg Pro Pro Glu Ser Glu Val Glu Ala Val Ser 
210 215 220 

Arg Ala He Lys He Ser Arg Met Ala Glu Val Pro Leu Tyr Phe Val 
225 230 235 240 
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10 



25 



55 



His Leu Ser Thr Gin Gly Ala Val Glu Glu Val Ala Ala Ala Gin Met 
245 250 255 

Thr Gly Trp Pro He Ser Ala Glu Thr Cys Thr His Tyr Leu Ser Leu 
260 265 270 

Ser Arg Asp He Tyr Asp Gin Pro Gly Phe Glu Pro Ala Lys Ala Val 

275 280 285 

i 

Leu Thr Pro Pro Leu Arg Thr Gin Glu His Gin Asp Ala Leu Trp Arg 
290 295 300 



Gly He Asn Thr Gly Ala Leu Ser Val Val Ser Ser Asp His Cys Pro 
15 305 310 315 ' 320 



Phe Cys Phe Glu Glu Lys Gin Arg Met Gly Ala Asp Asp Phe Arg Gin 
325 330 335 

He Pro Asn Gly Gly Pro Gly Val Glu His Arg Met Leu Val Met Tyr 
340 345 35 0 

Glu Thr Gly Val Ala Glu Gly Lys Met Thr He Glu Lys Phe Val Glu 
355 360 365 

Val Thr Ala Glu Ash Pro Ala Lys Gin Phe Asp Met Tyr Pro Lys Lys 
370 375 380 



Gly Thr He Ala Pro Gly Ser Asp Ala Asp He He Val Val Asp Pro 
30 385 390 395 400 

Asn Gly Thr Thr Leu He Ser Ala Asp Thr Gin Lys Gin Asn Met Asp 
405 410 415 

35 Tyr Thr Leu Phe Glu Gly Phe Lys He Arg Cys Ser He Asp Gin Val 
420 425 430 



Phe Ser Arg Gly Asp Leu He Ser Val Lys Gly Glu Tyr Val Gly Thr 
435 440 445 

Arg Gly Arg Gly Glu Phe He Lys Arg. Ser Ala Trp Ser His Pro Gin 
450 455 4 6 o 



Phe Glu Lys 
45 465 



<210> 5 
<211> 70 
50 <212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 1 
<400> 5 

aaccagtgcc gcgaatgccg ggcaaatctc ccccggatat gctgcaccgt attccgggga 60 
tccgtcgacc 7Q 




<210> 6 
<211> 60 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 2 
<400> 6 

aggggtaccg gtaggcgcgt ggcgcggata accgtcggcg attccgggga tccgtcgacc 60 

<210> 7 
<211> 70 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 3 
<400> 7 

gcgggcacat tcctgctgtc atttatcatc taagcg.caaa gagacgtact gtgtaggctg 60 
gagctgcttc '70 



<210> 8 
<211> 70 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 4 
<400> 8 

gcagcatcgc tcacccaggg aaaggattgc gatgctgcgt tgaaacgtta atgggaatta 60 



gccatggtcc 



70 




Beispxele 

Beispiel 1: Produktion von D- Amino s Suren mittels 
rekombinanten E.coli Zellen 

Chemisch kompetente E.coli JM109 (Promega) wurden mit 
PJAVI16 (siehe Abb. 3) trans formiert . Dieses Plasmid tragt 
eine D-Carbamoylase und eine D-Hydantoinase aus 
Arthrobacter crystallopoietes DSM20117. Die Sequenzen der 
D-Hydantoinase und D-Carbamoylase sind in Seq. 1 und 3 
dargestellt (siehe auch DE10114999.9 bzw. DE10130169 . 3 ) 

Die mit pJAVIER16 trans formier ten E. coli Zellen wurden auf 
LBamp-Platten (Ampicillinkonzentration: lOOug/ml) 
vereinzelt. 2,5 ml LBamp-Medium mit ImM ZnCl2 wurden mit 
einer einzelnen Kolonie beimpft und 3 0 Stunden bei 37 °C und 
250rpm inkubiert. Diese Kultur wurde in 100ml. LBamp-Medium 
mit ImM ZnC12 und 2g/l Rhamnose 1:50 verdtinnt und 18h bei 
30°C inkubiert. Die Kultur wurde 10 min bei lOOOOg 
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Biomasse 
gewogen. Die Biomasse wurde mit unterschiedlichen 
Hydantoinderivaten, z.B. lOOmM DL-Hydroxymethylhydantoin 
bzw. DL-Ethylhydantoin, pH 7.5, versetzt, so dass sich eine 
Biomassenkonzentration von 40g Biof euchtmasse pro Liter 
ergibt. Die ReaktionslSsung wurde bei 37°C inkubiert. Nach 
unterschiedlichen Zeiten wurden Proben genommen, 
zentrifugiert und die entstandenen Aminosauren mittels HPLC 
quantif iziert . 



Beispiel 2: Erzeugung DsdA und DadA defizienten E.coli 
Stammen 

DadA wurde in E.coli BW25113 (Bei CGSC unter der Nummer 
CGSC763 6 hinterlegt) gemaS der von Datsenko & Wanner 
beschriebenen Methode deletiert (One-step inactivation of 
chromosomal genes in Escherichia coli K-12 using PCR 
products, Datsenko, Kir ill a. and Wanner, Barry L. PNAS 




20 



(2000), 97(12), 6640-6645). Hierzu wurden folgende Primer 
zur Amplif ikation der Chloramphenicolresistenz aus pKD13 
(Bei CGSC unter der Nummer CGSC7 633 hinterlegt) verwendet : 

5 / _ J AACCAGTGCCGCGAATGCCGGGCAAATCTCCCCCGGATATGCTGCACCGTATTCCG 
GGGATCCGTCGACC_3 ' : Seq. 5 

5'_AGGGGTACCGGTAGGCGCGTGGCGCGGATAACCGTCGGCGATTCCGGGG 
ATCCGTCGACC-3' : Seq. 6 

Eine Transformation des Amplif ikats in E.coli BW25113 
(pKD46) (hinterlegt bei CGSC unter der Nummer CGSC763 0) und 
Selektion kanamycinresistenter Klone ermOglichte die 
Isolierung von E.coli ET2 . Nach Entfemung der 
Chloramphenicolresistenz gemaS des Protokolls von Datsenko 
& Wanner konnte der Stamm E.coli ET3 isoliert werden. Zur. 
Deletion von dsdA in E. coli ET3 wurde wiederum die 
Chloramphenicolresistenz aus pKD13 mit folgenden Primern 
amplif iziert: 

5'_GCGGGCACATTCCTGCTGTCATTTATCATCTAAGCGCAAAGAGACGTACTGTGTAG 
GCTGGAGCTGCTTC_3' : Seq. 7 

S'—GCAGCATCGCTCACCCAGGGAAAGGATTGCGATGCTGCGTTGAAACGTTAATGGGA • 
ATTAGCCATGGTCC_3 ' : Seq. 8 

Eine Transformation des Amplif ikats in E.coli ET3 (pKD46) 
und Selektion kanamycinresistenter Klone ermSglichte die 
Isolierung von E.coli ET4 , welcher sowohl ein Deletion in 
dadA als auch in dsdA tragt. 



Beispiel 3 Untersuchung des Abbaus von D-Aminosauren 

2 , 5 ml LB-Medium wurden mit einer einzelnen Kolonie von 
E.coli BW25113, E.coli ET3 und E.coli ET4 beimpft und 18 
Stunden bei 37°C und 250rpm inkubiert. Diese Kulturen 
wurden in 100ml LB-Medium 1:50 verdunnt und 18h bei 37°C 
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inkubiert. Die Kulturen wurden 10 min bei lOOOOg 
zentrifugiert, der ttberstand verworfen lind die Biomasse 
gewogen. Die Biomasse wurde mit unterschiedlichen lOOmM D- 
Aminosaurelosungen , pH7 ,5 ( z . B . D-Methionin , D- 
Phenylalanin, D-Aminobuttersaure , D-Serin) so versetzt, 
dass sich eine Biomassenkonzentration von lOOg 
Biofeuchtmasse pro Liter ergibt. Diese ReaktionslSsungen 
wurden bei 37°C inkubiert und nach 10 Stunden 
zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde mittels HPLC auf 
die verbleibende Aminosaurekonzentration untersucht. Die 
Angabe %Abbau wurde aus dem Quotienten der 

Anfangskonzentration und Endkonzentration nach 10 Stunden 
Inkubation berechnet. 
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Patentanspruche : 

1. Rekombinanter Mikroorganismus zur Herstellung von D- 
Aminosauren ausgehend von N- Carbamoyl amino saur en oder 
5 x monosubstituierten Hydantoinen bei dem durch 
Mutagenese das Gen kodierend ftir eine D- 
Aminosaureoxidase und/oder das Gen kodierend ftir eine 
D-Serindehydratase inaktiviert ist. 

2. Mikroorganismus nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

es sich um einen Organismus der Gattung Escherichia 
coli handelt. 

3. Mikroorganismus nach Anspruch 1 und/oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

dieser ein . D-Carbamoylasegen aus Agrobacteri um spj , 
Arthrobacter sp. oder Bacillus sp. besitzt. 

4. Escherichia coli DSM 15181 und daraus abgeleitete 
Mutanten . 

5. Escherichia coli DSM 15182 und daraus abgeleitete 
Mutanten . 

6. Verfahren zur Herstellung von D-Aminosauren mit einem 
Mikroorganismus nach Anspruch 1-5 . 

7 . Verfahren nach Anspruch 6 , 

dadurch gekennzeichnet, dass 

man D-Aminobutterseiure, D-Serin, D-Methionin, D- 
Tryptophan und D-Phenlyalanin herstellt. 




Zusaromenf as sung : 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf spezielle E. 
coli Mutanten, die far die Synthese von D- Amino s Suren 
verwendet werden konnen sowie auf ein solches Verfahren. 

die Mutanten zeichnen sich durch Defizienzen in bestimmten 
D- aminos aureabbauenden Enzymen aus . 
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Fig. 1: 




120 
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E3 E.coli ET3 (DdadA) 




— : — — — - • - v ffi GewGnschter Level < 10% ' ? 




D-Methlonin D-Phenylanalln D- 

Aminobuttersaure 



D-Serin 




5 



